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スマ 卵割期 〉15．00　　10．13 12．04 9．43
カミナリイカ＊ 稚イカ 〉15，00　＞15，00 8，37 く5．00
アオリイカ＊ 稚イカ 〉10，00　＞10．00 5．87 3．84




































































スマ 卵割期 ＜5．981　　　　6，334 6，195 6．378
カミナリイカ＊ 稚イカ ＜5．70　　　　　〈5．70 5．95 〉6．18
アオリイカ＊ 稚イカ ＜5．87　　　　　＜5，87 6．17 6．27
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図27本研究において得られた各種各発育段階におけるLC50値（○），無脊椎動物3種
　　　のLC50値（◆：吉川ら，未発表）およびAuerbachα砿（1997）の提示した等死亡
　　　率曲線．
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3．稚魚の成長におよぽす高CO2影響
　前項までは高CO2による致死影響について検討を行った。ここでは高CO2による亜致
死影響を検討するため、成長試験を実施した。高CO2が成長1と与える影響に関して、
Cr・cker㎝d　Cech（1996）は淡水魚であるチョウザメ（オ・ψεnsθ7かαns脚・n’・nπs）稚魚（宰験
開女台時の体重49）の成長を28日間1こわたって低c・、区（Pc・、三・．627kP、）と高c。、区
（PCO2＝2．67kPa）で比較したところ、高CO2区の成長が低CO2区に比べて38％低くなっ
たと報告している。同様にSmartε∫砿（1979）は平均体重20gのニジマス（Onoo7勿noh㍑s
剛窺ss）をPCO2＝2．27kPaで275目間に渡り曝露したところ、成長が抑制されたことを報告
している・一方海産魚ではトラフグ伽た旅9…⑳θs）幼魚を用いて・PC・2一・・67kPa（≒
0．67％CO2）のガス曝気を7週間継続したところ、対照区との差を認めなかったとの報告
（村上・石松、未発表）があるに過ぎなかった。しかし近年になって、Fivelstadθ∫o乙（1998）
は大西洋サケ（Sα1〃20n　sα1α7）を水温15～16℃でPCO2＝2．7kPa（≒2．7％CO2）に43目間
曝露し、成長の抑制および酸素消費量の低下を示し、またFossε1鳳（2003）は冷水性海
産魚のwolf行sh（オnα7hiohos〃2ino7）稚魚を水温6℃で2．2％CO2に10週間曝露し、有意
な成長の抑制を観察している。本研究ではマダイおよびシロギスの稚魚を用いて高CO2
環境における成長を観察した。
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3．1．材料と方法
3段階のCO2濃度条件下で2000年にマダイ稚魚を30目問飼育し、摂餌量および成長
を対照区と比較した。また翌2001年にはシロギス稚魚を用いて同様の条件下で154日間
飼育を実施し、CO2の成長への影響を観察した。
供試材料：両魚種ともに海生研において親魚の自然産卵により得た卵から種苗生産
を行い、供試魚を得た。採卵はマダイが2000年7月4日に、シロギスは2001年7月12目
にそれぞれ行った。種苗生産は高CO2耐性試験と同様の手法で実施した。実験開始時
における供試魚の大きさを表10に示した。
．成長影響試験方法：試験に用いた装置を図28に示臨この装置は・ガス混合装置
（東京理化器械株式会社、ガス混合装置：GMU－1型）によってco2とAirの混合ガスを
曝気筒に連続送気し、一定濃度のC・2が飽和した海水を試験水槽（1。。。L容）＿供給す
る仕組みになっている。この装置を4系統用意し、そのうち3系統はCO2曝露区、1系統は
対照区として使用した。
試験海水は砂濾過した自然海水を用い、流量は毎時500L（マダイ）もしくは300L（シロ
ギス）とした。水温は25℃に調節し、連続モニタした。また曝露区海水のpHを小数点第2
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位精度で連続モニタした（東京理化器械株式会社、pHコントローラー：FC．2000、
METTLERTOLEDO社・pH複合電極：405－DPAS－SC－K8S／325）。また全水槽について、
pHの連続モニタとは別途、pHを小数点第2位精度で1日1回測定した（METTLER
TOLEDO社、MP125・ポリマー型pH複合電極）。
　装置準備の完了および水槽水温安定後、供試魚の選別を行った。麻酔はすべて2．フ
ェノキシエタノールを用いた・供試魚は300PPm（マダイ）あるいは400PPm（シロギス）で麻
酔し、全長（TL）、標準体長（SL）および体重（BW）を測定した後、大きさが均等になるよ
うに4群に選別し、50個体（マダイ）あるいは30個体（シロギス）ずつ各水槽に収容した。
供試魚はハンドリングによるストレスを減じるため、一昼夜水槽内で回復させた。
　供試魚収容翌日、CO2曝露を開始した。ガス混合比は表11のように3段階に設定した。
曝露CO2濃度の算出は、
S・lubilitycoemcient（α）ニ［CO2］／PCO2、
Dissociation　constant（K’1）＝［H＋］［HCO3］／［CO2］、
Dissociation　constant（K’2）＝［H＋］［CO321／［HCO3一］、
pH＝一lo9［H＋］、
およびAlkalinityが［HCO3’］＋2［CO321に近似することから、
CO2（％）一｛（10ツH）2・Alkalini取・100｝／｛α・K・1（2K・2＋10帽）｝
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　64
として求めた。なおα、K’1およびK’2は実測塩分および水温より求めた（Weiss，1974；
Mehrbachαα1．，1973）。
　供試魚には配合飼料（目本農産工業株式会社、EPペレット：みさき2P）を1目2回、それ
ぞれ1時間以内に飽食する量を与え、マダイでは摂餌量を計測した。
　マダイの成長（TL、SLおよびBW）測定は曝露開始目から9、16、23および30日目に
行った。成長測定時は海水の供給を一時中断し、水槽内で供試魚を麻酔（200ppm）した
のち25Lパンライト水槽（300ppm麻酔）に取り上げた。測定が終了した供試個体はすみ
やかに各試験水槽へ収容した。
シロギスの成長測定は35、64、92、126および154日目に実施した。マダイと同様の手
法で、水槽内で供試魚を麻酔（250ppm）したのち25Lパンライト水槽（200ppm麻酔）に取
り上げた。シロギスでは測定時に麻酔から覚醒する個体があったため、測定直前に
400ppmで再度麻酔し、測定終了後すみやかに各試験水槽へ収容した。
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図28成長試験における高CO2海水作成装置（上段写真〉と飼育水槽（中段写真）およ
　　　び装置全体模式図（下段図）．
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表10成長影響試験に用レ，・た供試魚の実験開始時における大きさ（平均値±SD）およ
　　　び供試個体数（N）
魚種名　　全長：TL（mm）　標準体長：SL（mm）　体重：BW（g）　N
マダイ
シロギス
64．05±4，51
69．17±6．91
51．62±3．82
60．70±5．84
4．39±1．00　　　　50
2．57±0．78　　　　30
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表11成長影響試験におけるCO2設定条件
魚種名
CO2濃度
　（％）
Air送気量　　co2送気量
（mL／min）　　（mL／mln）
　海水pH
（平均値±sp）
マダイ
　　0．3
　　0．6
　　1．1
対照区（Air）
7，500
4，500
・2，250
3，000
O
A
U
O
7．42±0．05
7．16±0．02
6．88±0．02
8．05±0．02
シロギス
　　0，4
　　0．7
　　L2
対照区（Air）
7，500
4，500
2，250
3，000
35．0
52．5
67．5
7．32±0．04
7，04±0．04
6．82±0．05
8．05±0．03
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3．2．結果
マダイ稚魚の摂餌量はCO2曝露による影響が認められなかった（図29、P＞0．05：
ANCOVA）。同様に成長への影響も見られなかった（図30）。一方、シロギスでは曝露後
126目目および154目目、における曝露区の成長を対照区と比較すると、0．4％および
12％CO2区のTL・SLおよびB噺直醐照区に比べて有意に低い結果となった（図31
および表12、P＜0．01：Dume嶺est）。
3．3．考察
　マダイ稚魚における約1ヶ月間の曝露試験で、約1％以下のCO2濃度環境下では生理
機能を正常に維持するために余分のエネルギーを必要とせず、対照区同様に成長でき
ることが示された。しかしながらシロギス稚魚を用いた約5ヶ月間の高CO2曝露試験結果
より、CO2へφ曝露長期間になれば、亜致死濃度のCO2であっても個体の成長を抑制す
ることが示唆された。
このような高CO2環境下における成葺の抑制は、飼育水のpH低下によるものではなく
CO2の増大によって引き起こされるとされる（Crockerand　Cech，1996；Fossε∫α1．，2003）。
またSm飢ε∫砿（1979）はニジマスが高CO2曝露により腎石灰症が頻発し、腎臓のCa、
Mg、P濃度の顕著な上昇を示すことを報告しており、spotted　wo1伍shにおいても腎石灰
69
症の発症が確認されている（約0．7～2．2％CO2、10週間曝露；Fqssε∫o乙，2003）。一方、
大酉洋サケでは成長の抑制がみられた約2．7％CO2、43目間の曝露において腎石灰症
は確認されなかった（Fivelstadθ’砿1998）。Fivelsta4αα乙（1998）1ま、高CO2環境にお
ける成長の抑制および酸素消費速度の低下は、摂餌量の低下、すなわち栄養素の特異
動的作用くspeciHc　dynamics　action、SDA：栄養素を代謝するのに必要振酸素消費量の
増加）の低下と関連があるとしている．F・ssα鳳（2003）も同様に摂餌量の低下を観察し
ている。これらの知見から本研究における成長抑制結果も摂餌量の低下が関係している
と推察されるが、成長の抑制が裡察されたシロギス稚魚の試験では摂餌量の観察を行っ
ていない。
　一方、他動物群について高CO2環境がおよぼす球長影響の事例として、空気に
200ppmのCO2を添加して棘皮動物のバフンウニ（飾〃2ioθn∫ros㍑s　p㍑lohθ77i〃2πs）、ナガウ
ニ（Eohinon観7α〃20∫hαεi）および軟体動物のマガキガイ（S∫70〃2加s　l痂襯朋s）を6ヶ月間
飼育した結果、成長が阻害された報告がある（白山・ソントン，2001）。この報告で成長阻
害の観察されたCO2濃度ではおそらく魚類の成長には影響がないと考えられる。しかし
ながらこのことは現在の大気中CO2濃度上昇に対して何も策を講じない場合、ごくわずか
なCO2濃度上昇によ？ても浅海の生態系に重大な影響をおよぼす可能性を強く示唆し
ている。
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図29成長試験におけるマダイリ摂餌量変化．■：0．3％CO2区，◆：0．6％CO2区，●：
　　　1．1％CO2区，▲：対照区．
71
110
　　100
　　90
　　80
ハE70
ε
一60
｛90
響
080
－
　　70
60
　　50
　　25
’…520
り主　15
0●5　10
タ　5
　　　0
Tl
＋0．3％　＋1．1％
一〇．6％　一CTRL
Sl
　　　　　　　　0　　　　　7　　　　　14　　　　21　　　　28
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Dαy
図30成長試験におけるマダイの全長（TL）、標準体長（SL）および湿重量（WBW）の変
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図31成長試験におけるシロギスの全長（TL）、標準体長（SL）および湿重量（WBW）の
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　　　区との有意差を示す（P＜0，01，Dumett法）．N＝30（実験開始時）．
73
表12シロギス成長試験における曝露126および154目目の全長（TL），標準体長（SL），
　　　湿重量（WBW）の平均値±SDおよび供試個体数（N）
曝露日数　CO2濃度
　（目）　　　（％）
TL
（mm）
SL
（mm）
WBW
（9）
N
126
対照区　　144．8±9．1
　0．4　　　　　13716±5．4
　0．7　　　　　142．4±　7．0
　1．2　　　　13ZO二士5．9
127．6±8．3
121．5』±＝4．9
125．1±6．6
120．7．±5．4
26．7±6．1　　27
21．9』士3．0　　　26
24．8±4．4　　　23
20．8二亡3．6　　29
154
対照区
　0．4
　0．7
　1．2
159．2±10．1
148，9．±5．2
153．9±　9，5
150．4二亡7、0
139．7±9．4
131．4二亡4．7
135．3±8．9
131．5ゴr612
33、4±7．4
2611コ53．1
29．5±5．6
2610±4．3
イタリックは対照区との有意差（Pく0．01，Dume廿法）があることを示す．
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4．定常CO2曝露実験法を利用した非定常CO、曝露実験法の検討
CO2海洋隔離における想定海域のCO2濃度は非定常状態にある。ここでは定常CO2
曝露実験法を応用して非定常CO2状態を作り、致死影響の予備的検討を行った。
4．1．材料と方法
ここではシロギス稚魚を用いて、5％CO2に3時間曝露（定常CO2曝露）した時の死亡率
の経時変化と、5％CO2に3時間曝露する前に1％CO2に3時間曝露した場合（2段階の
非定常CO2曝露）の死亡率の経時変化を比較した。
供試材料：海生研において2003年9月2目に採卵し種苗生産したシロギス稚魚（艀化
後56～70目目）を用いた。実験時における供試魚のTL（平均値±SD）は36．95±
6．64mm、WBWは0．347±0．200gであった。
試験装置：試験に用いた装置は図32に示した。高CO2および酸1生水の毒性比較試
験に用いた装置を利用している。1％CO2区水槽、5％区CO2水槽および自然海水区水
槽からなる。定常5％CO2曝露は5％区CO2水槽を用いて行い、非定常CO2曝露は1％
および5％CO2区の両水槽を用いて行った。供試魚は図32に示したように、1っの容器
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に1個体ずつ収容した（定常CO2曝露試験における卵収容器と同一）。
定常C・2囎試験方法：鯖水槽から正常1こ遊泳しているシ・ギス稚魚を、タモ網を
用いて取り上げ、ハンドリングのストレスを減じるため約1時間エアレーションしながら試験
温度に設定した恒温水槽内に静置した。その後、1個体ずつ収容器に収容し、自然海水
区水槽内に横置きに静置した。20個体の収容が完了した時点で、20個すべての収容器
を自然海水区水槽から5％CO2区水槽に移して3時間曝露した。供試個体の生死確認は
曝露開始から15分間、15時間および3時間目に行った。驚死した個体は随時水槽から
収容器ごと取り除いた。観察時における死亡率は次式により算出した。
死亡率（％）＝死亡個体数／供試個体数×100
なお、ここでは呼吸による鯛蓋活動を停止した個体を死亡個体とみなした。
非定常CO2曝露試験方法：上記定常CO2曝露試験方法と同様に、シロギス稚魚を収
容器に収容し、自然海水区水槽内に横置きに静置した。20個体の収容が完了した時点
で、20個すべての収容器を自然海水区水槽から1％CO2区水槽に移して3時間曝露した。
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1％CO2曝露開始から15分間、15時間および3時間目に供試個体の生死確認を行った。
3時間経過後・供試個体を収容器ごと5％CO2区水槽に移してさらに3時間曝露した。
5％CO2曝露時も1％CO2曝露時と同様に生死確認を行った。なお、自然海水区には20
個体の供試魚を収容し、非定常CO2曝露が終了するまで静置し左（合計6時間）。死亡
率の算出は定常CO2曝露試験と同様に実施した。
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図32非定常CO2濃度曝露予備実験装置．恒温水槽は100L容、1％CO、、5％CO、お
　　　よび自然海水区（Nomocapnia）の水槽はそれぞれ14L容
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4．2．結果およぴ考察
　自然海水区では全供試個体が生残した。定常5％CO、曝露の死亡率は曝露開始から
15分問で85％（17個体艶死）となり、15時間および3時間目では95％（19個体弊死）と
なった。一方、非定常CO2曝露に対しては、1％および5％CO、曝露のいずれに対しても
全供試個体が生残した（図33）。
　非定常CO2曝露で艶死がみられなかった理由として、初めの1％CO2曝露時にシロギス
稚魚の体内でHCO3一濃度が上昇し、5％CO2に曝露された時はすでにある程度、体内の
pH緩衝レベルが高い状態にあったことが考えられる．このように同じ5％CO2曝露でも、
定常と非定常のCO2曝露方法では結果が大きく異なり、このような現象は定常CO2曝露
実験結果では説明できない。よって定常CO2曝露試験による生物影響調査のみでは精
確な生物影響予測は困難であるといえる。
　CO2の海洋隔離によってCO2が深海へ放出された場合、現場のCO2濃度は非定常な
変化を伴う。このような環境に生物が曝露されることを想定した場合、本研究における結
果で示されたように、より現場条件に即した実験、すなわち非定常CO2曝露による生物影
響試験が必須である。ここで問題となるのは、非定常CO2を再現する場合、曝露時間お
よびCO2濃度の設定が無限に存在することである。当面はいくつかの非定常状態に対す
る生物死亡率をパラメータ化し、死亡率をシミュレートするモデルを構築することを目標に
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研究を進めることを提案する。
このように、定常CO2曝露に対する致死影響および亜致死影響に加え、非定常CO2曝
露実験を行うことにより、CO2の海洋隔離に伴う生物影響をより精確に予測・評価し、これ
らの結果をCO2海洋隔離の技術開発にフィードバックさせる必要がある。その上で、環境
への影響を最小限に抑えたCO2海洋隔離技術の開発が行われるべきである。
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図33シロギス稚魚における定常および非定常CO2曝露における死亡率の比較．○：
　　　5％CO2に3時間曝露した時の死亡率（定常CO2曝露），●：1％CO2に3時間曝
　　　露した後CO2漂度を5％に上昇してさらに3時間曝露した時の死亡率（非定常
　　　CO2曝露），実線：定常CO2曝露時のCO2濃度，点線：非定常CO2曝露時のCO2
　　　濃度．供試個体数：各曝露につき20個体．
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